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　　摘要：依据北京市地方标准ＤＢ１１／Ｔ８２８．３—２０１１《实验用小型猪 第３部分：遗传质量控制》，在ＤＮＡ水平上对封
闭群五指山小型猪进行种群遗传分析。通过利用多重ＰＣＲ和基因扫描技术对封闭群五指山猪３３微卫星位点进行遗
传检测，统计各个基因座的杂合度及期望杂合度、有效等位基因数、多态信息含量、固定指数和Ｓｈａｎｎｏｎ信息熵。结果
表明，３３个微卫星位点在ＷＺＳＰ封闭群中平均等位基因数为６．４２，平均杂合度为０．６６，期望杂合度平均值为０．６９。此
外，总群体在３３个位点多态信息含量的平均值为０．６５，平均固定指数为０．０５。说明封闭群五指山小型猪群体具有一
定的遗传稳定性，符合封闭群动物的遗传结构特征，所选微卫星位点可用于五指山小型猪遗传多样性评估。
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　　五指山猪是我国非常著名的小型猪品种，在原产地海南
省处于长期的封闭群体，具有体型小、遗传稳定、抗逆性、适应

性强等特点，同时也与我国其他品系的小型猪一样［１］，在器

官大小、生理特性、疾病发生机制等方面与人类接近，作为人

类试验模型的首选动物之一，已被应用于生命科学基础研究

的多种领域［２］。冯书堂等原中国农业科学院畜牧研究所科

研人员于１９８９年将五指山猪从原产地引进后，采用异地近交
繁育，已培育出Ｆ２２近交系，并进行大量的基础研究和开发应
用证明了五指山猪是人类理想的“替难者”［３］。潘金春等将

五指山猪引种到广东广州后进行了异地培育，建立了封闭群

和近交系，并做了大量的基础工作证明五指山猪是一种很好

的试验动物模型［４－８］。海南省农业科学院畜牧兽医研究所于

１９９８年自原产地引种五指山猪后将其集中饲养在海南省海
口市郊区灵山镇五指山猪种猪场按照封闭群繁育标准自闭繁

殖近２０年［９］。２０１４年７月１１日，海口市郊区灵山镇五指山
猪种猪场获得海南省科学技术厅颁发的试验动物生产许可

证，许可证号为ＳＣＸＫ（琼）２０１４－０００６。
五指山小型猪的遗传质量对其作为研究对象进行医学生

物学研究时结果的准确性、重复性、科学性有重要影响，但目

前我国还没有建立试验用小型猪遗传质量标准，仅于２０１２年
３月北京市应用微卫星标记技术针对小型猪遗传质量控制出
台了地方标准ＤＢ１１／Ｔ８２８．３—２０１１《实验用小型猪 第３部
分：遗传质量控制》。微卫星（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ）是均匀分布于真
核生物基因组中的简单重复序列，其核心通常由２～６个核苷

酸的串联重复片段构成。由于该技术具有数量丰富、分布广、

共显性遗传等特点目前应用非常广泛［１０］。而利用美国应用

生物系统公司提供的遗传分析仪对荧光标记的 ＤＮＡ片段进
行检测，结合分子量内标进行ＤＮＡ片段长度计算，使 ＳＴＲ分
型变得高效快捷，结果也更加精确，已经在基因定位、种质鉴

定、遗传多样性分析、遗传图谱构建等方面得到广泛应

用［１１－１２］。本研究依据 ＤＢ１１／Ｔ８２８．３—２０１１《实验用小型猪
第３部分：遗传质量控制》和参考文献［１３－１４］选用３３个微
卫星位点，通过对封闭群五指山小型猪进行遗传多态性分析，

为该群体的遗传质量评价和今后遗传育种方向提供参考资

料。同时也为五指山猪的种质资源保护、选育和利用提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
从海南省国家级五指山猪保种场永发基地试验动物繁育

场［生产许可证号 ＳＣＸＫ（琼）２０１４－０００６］采集６０份耳皮肤
组织样，样本置于１．５ｍＬ消毒离心管中，带回实验室，置于
－２０℃ 冰箱中保存备用。该品种在繁育场按照随机交配原
则进行封闭繁育近２０年，已繁育至３代以上。
１．２　主要试剂

ＴａｑＤＮＡ 聚 合 酶、１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋）、ｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、ｍａｒｋｅｒ、６×ＤＮＡＬｏａｄｉｎｇＤｙｅ［生工生物工程
（上海）股份有限公司］；ＨＩＤＩ、ＬＩＺ５００（美国应用生物系统公
司）。

１．３　ＤＮＡ的提取
五指山猪基因组ＤＮＡ按照天根生化科技（北京）有限公

司ＤＮＡ提取试剂盒中的方法提取，溶于 Ｔｒｉｓ－ＥＤＴＡ（ＴＥ）缓
冲液中，于 －２０℃条件下保存。用琼脂糖凝胶电泳和
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００双重检测ＤＮＡ的纯度和浓度。

本试验选择的 ３３对微卫星引物及荧光标记全部参
照［１３－１４］，均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。合

成的３３个微卫星标记引物进行多重ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体
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系为２０μＬ，１．０μＬＤＮＡ模板、２．５μＬＴａｑＢｕｆｆｅｒ、０．５μＬ
ｄＮＴＰ１０ｍｍｏｌ／Ｌ、０．５μＬ上有引物、０．５μＬ下游引物、０．５μＬ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶，最后补Ｈ２Ｏ至２０μＬ。反应条件如表１。

表１　ＰＣＲ反应条件

步骤 反应条件
反应温度

（℃） 反应时间 循环

１ 预变性 ９５ ３ｍｉｎ
２ 变性 ９５ ３０ｓ 步骤２～４共１０个循环
３ 退火 ６０ ３０ｓ
４ 延伸 ７２ ３０ｓ
５ 变性 ９５ ３０ｓ 步骤５～７共２０个循环
６ 退火 ５５ ３０ｓ
７ 延伸 ７２ ３０ｓ
８ 修复延伸 ７２ ６ｍｉｎ

１．４　微卫星基因扫描
将多重ＰＣＲ产物送生工生物工程（上海）股份有限公司

进行 基 因 扫 描，使 用 的 测 序 仪 为 ＡＢＩ３７３０ＸＬ，使 用
Ｇｅｎｅｍａｐｐｅｒ软件分析ＳＳＲ数据，标定片段大小和基因型。
１．５　数据统计与分析

运用Ｐｏｐｇｅｎｅ３２软件对数据进行统计分析，首先将所有
样本的每个微卫星位点的基因型以 ａｂ、ｂｂ等形式输入

Ｐｏｐｇｅｎｅ３２软件的数据文件，然后计算样品在各个微卫星位点
上的基因型频率（ｇｅｎｏｔｙｐｉｃｆｒｅｑｕｅｎｃｙ）、等位基因频率（ａｌｌｅｌｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ）、有效等位基因数（Ｎｅ）、香隆指数（Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ）、纯合度（Ｈｏ）、杂合度（Ｈｅ）等。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ产物检测
ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳，部分结果如图１所

示。ＰＣＲ产物在 ＡＢＩ３７３０ＸＬＧｅｎｅｔｉｃＡｎａｌｙｚｅｒ测序后 ＳＴＲ分
型如图２所示。各峰图表示封闭群五指山猪微卫星基因座等
位基因的大小及基因型。

２．２　等位基因频率及其等位基因分布
由表２可知，所检测的３３个微卫星位点在６０头封闭群

五指山猪上共检测到２１２个等位基因，平均每个微卫星位点
６．４２个等位基因。其中，在ＳＷＲ１５８位点上检测到等位基因
数数量最多，为１２个，等位基因的变异范围为１６４～２１６ｂｐ，
等位基因频率最高的是在１７０ｂｐ处，为０．３６６７；而有３个位
点（ＳＷ８５７、ＳＷ９３６、ＳＷ１３７４位点）检测到等位基因数较少，仅
为４个；３３个微卫星位点的等位基因频率高低不均，每个基
因位点除几个等位基因频率较高外，其他等位基因频率较低

（表３）。这些结果表明，封闭群五指山猪在３３个微卫星位点
上存在基因多态性，可用于后续五指山猪遗传特性分析。

２．３　五指山猪封闭群的群体遗传变异分析
由表４可知，３３个微卫星位点在 ＷＺＳＰ封闭群中平均纯

合度最低值与最高值分别为０．１０、０．８２，平均值为０．３４；平均
杂合度为０．２２～０．９０，平均为０．６３。期望纯合度最低值与最
高值分别为０．１６、０．６９；期望杂合度最低值与最高值分别为
０．３１、０．８４，其平均值为０．６６。此外，总群体在３３个位点多
态信息含量的平均值为０．６５，２９个位点呈高度多态性。在
３３个位点中，１６个位点固定指数为负值，其他位点均为正值，
平均固定指数为０．０５；在３３个微卫星位点中，ＳＷ８８６位点的
杂合度、期望杂合度、多态信息含量和 Ｓｈａｎｎｏｎ信息熵均最
高，该位点具有最为丰富的多态性。

—５６１—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第２１期



表２　封闭群五指山猪３３个微卫星位点等位基因数、有效等位
基因数、大小、最高频率等位基因及其频率

位点
等位基因

数（个）

有效等位

基因数（个）

等位基因大小

（ｂｐ） 最高频率等位基因

最小 最大 位置（ｂｐ） 频率

ＯＰＥＮ ８ ３．６３ １３８ １６８ １３８ ０．４６６７
Ｓ０００５ ７ ５．２８ ２０５ ２５３ ２０５ ０．３０００
Ｓ０００７ ５ ２．７４ １５５ １８３ １５５ ０．５２５０
Ｓ００３６ ６ ４．３７ １１８ １３０ １１８ ０．３３３３
Ｓ００６２ ８ ５．０２ １４２ １８８ １４６ ０．２８３３
Ｓ００６８ ７ ３．４２ ２１１ ２５１ ２１１ ０．４８３３
Ｓ００７０ ６ ２．８７ ２７３ ２８９ ２７９ ０．５２５０
Ｓ００９１ ７ ３．２３ １４９ １６７ １５７ ０．４９１７
Ｓ０２１８ ９ ３．９１ １６９ ２０１ １６９ ０．４５００
ＳＷ２ ６ ３．２２ ９２ １１２ ９７ ０．４０００
ＳＷ２９ ６ ２．８２ １３１ １６５ １３１ ０．５３３３
ＳＷ６１ ８ ３．５１ ２３０ ２６１ ２３９ ０．３８３３
ＳＷ８１ ５ ３．１４ １２５ １３９ １３７ ０．４７５０
ＳＷ２０５ ５ ２．２１ １４５ １５５ １５１ ０．６０８３
ＳＷ２４０ ６ ３．６６ ９２ １１４ ９２ ０．３７５０
ＳＷ２７１ ８ ５．３４ １０９ １４３ １３５ ０．３１６７
ＳＷ７８７ ６ ３．５６ １４５ １６１ １５７ ０．４５８３
ＳＷ８５７ ４ ３．８０ ９２ １５５ １３９ ０．３１６７
ＳＷ８８６ ７ ６．００ １４４ １７４ １６８ ０．２１６７
ＳＷ９０２ ６ ２．７４ １９０ ２１４ １９０ ０．５２５０
ＳＷ９１１ ６ １．４５ １４９ １７５ １５５ ０．８２５０
ＳＷ９１９ ７ ５．５９ ９７ １３５ １１７ ０．２５８３
ＳＷ９３６ ４ ２．８５ ９１ １０９ １０９ ０．５２５４
ＳＷ９７４ ５ ３．５８ １０６ １３６ １０８ ０．４０００
ＳＷ１０６６ ９ ５．３３ １７４ ２１２ １９８ ０．３４１７
ＳＷ１０８９ ４ ２．４０ １６７ １８９ １６７ ０．５７５０
ＳＷ１０９２ ７ １．７３ ２３０ ３１０ ２３８ ０．７５００
ＳＷ１１１９ ５ ４．１７ １５８ １８２ １７８ ０．３４７５
ＳＷ１３７４ ４ １．８０ ２０３ ２１１ ２０９ ０．７２５０
ＳＷ２４０９ ５ ２．２４ ８１ ９１ ８５ ０．６２７１
ＳＷＲ１５８ １２ ５．４４ １６４ ２１６ １７０ ０．３６６７
ＳＷＲ１００８ ９ ３．９２ １９９ ２５７ ２０５ ０．４０８３
ＳＷＲ１１２０ ５ ４．３２ １４６ １６０ １５８ ０．３３３３
均值 ６．４２ ３．６１
总计 ２１２ １１９．２９

３　讨论与结论

五指山小型猪目前已广泛应用于肿瘤、心血管、糖尿病、

皮肤烧伤、新药安全性评价等生物医学研究的诸多领域，由于

猪的质量问题已直接影响到医学生物学研究结果的准确性，

而遗传监测是评定和保证小型猪群体遗传质量的有效措施。

然而，目前国内外应用微卫星对小型猪群体遗传进行分析所

应用的微卫星位点非常不统一，而且有些微卫星位点多态性

也较差，因此建立遗传检测方法的关键就是选择合适的微卫

星位点及数量。欧江涛等利用多重 ＰＣＲ和基因扫描技术对
笔者所在单位五指山猪保种场五指山猪核心群的３２个微卫
星基因座进行遗传检测，结果发现，３２基因座的平均等位基
因数为９．４１０个，平均ＰＩＣ为０．７０８，平均杂合度为０．５５８［１５］。
其中，ＳＷ１８４９最多为１７个，而ＳＷ２５最少为２个。而黄礼光
等同样利用ＳＴＲ技术对笔者所在单位五指山猪保种场１３个

家系的３２个微卫星基因座进行遗传检测，结果发现，各家系
３２基因座的平均等位基因数为１３．６６个，平均ＰＩＣ为 ０．７３１，
平均杂合度为 ０．５５９，ＳＷ１８４９与 ＳＷ２６８最多为 ２６个，而
ＳＷ２５５最少为３个［１６］。袁文等以在广州异地保种选育的五

指山猪封闭群为研究对象，选取２６个微卫星位点分析了其等
位基因组成（Ｎ）、杂合度（Ｈ）及其多态信息含量（ＰＩＣ），结果
发现，２６个微卫星位点平均分别为 ９．４１、０．５５８、０．７４２［１７］。
Ｂａｒｋｅｒ曾提出用于群体遗传学检测的微卫星数量不应低于
２６个，而且彼此不连锁和每个标记至少有４个等位基因才能
使结果具有一定的准确性［１８］。在本试验中采集６０头五指山
猪的组织样，并且检测３３个小型猪微卫星位点，结果发现等
位基因数平均在６．１７个，符合 Ｂａｒｋｅｒ提出的原则［１８］。但是

较之前黄礼光等检测到的平均等位基因明显减少［１６］，究其原

因认为可能原来的所选位点中占较高等位基因数的最高值与

最小值相差较大，等位基因在群体中分布不均匀而导致的平

均等位基因较高，而在本研究中３３个位点最低与最高有效等
位基因数分别为１．４５、６．０，平均有效等位基因为３．６１，相对
原来五指山猪其他 ３２个位点分布较均匀［１９］。但位点

ＳＷＲ１５８的有效等位基因数和等位基因数的绝对数相差最
大，为６．５６，明显低于其他位点，表明在该位点上等位基因分
布较不均匀。由此推测，五指山猪长期定向选育的过程中，微

卫星位点ＳＷＲ１５８受到了更大的选择压力，造成其等位基因
分布不均匀。此外，本研究选取的３３个微卫星位点检测到的
所有等位基因中出现的最高频率为８２．５０％，远低于９５％，说
明这些微卫星位点在五指山小型猪封闭群群体中多态性比较

丰富［２０－２１］，同时也从另一侧面说明这些位点是该五指山猪中

最原始、保守的位点。

平均杂合度和遗传标记所含的信息量（ＰＩＣ）均能反映
ＤＮＡ多态性程度［２２］。在判断一个群体是否为合格的封闭群

试验用小型猪时，地方标准 ＤＢ１１／Ｔ８２８．３—２０１１《实验用小
型猪　第３部分：遗传质量控制》认为的平均杂合度在０．５～
０．７，符合合格的封闭群试验用小型猪群体的遗传标准。魏杰
等利用该标准中的２５对微卫星引物对北京地区３个中国农
业大学小型猪亚系群体进行微卫星分型，结果发现，农大Ⅰ
系、农大Ⅱ系、农大Ⅲ系小型猪群体平均杂合度分别为
０．６７５９、０．５９６７、０．６７７９，均符合封闭群动物的群体遗传特
征［２３］。而房山封闭群小型猪２５对引物中仅２１对引物得以
稳定扩增；平均多态性信息含量和平均杂合度分别为

０．４６３０、０．５３３１，而ＳＷＲ１００８与标准中有所差异，结果表明
房山封闭群小型猪群体虽然从多态性方面符合封闭群动物的

遗传结构特征，但也证明了地方标准有些本研究所选用的微

卫星位点得到平均杂合度为 ０．６６，２９个位点 ＰＩＣ均大于
０．５０，平均ＰＩＣ为０．６５，属于高度多态，试验研究结果比原五
指山小型猪核心群和近交系多态性信息含量丰富［３，１６］，与此

同时也优于房山封闭群小型猪和广西巴马小型猪近交

系［１４，２４］。较以往研究更符合封闭群的特征，这也充分反映了

五指山猪封闭群小型猪在长期封闭培育过程中群体基因频率

已趋于稳定，已基本形成一个新的封闭群，可作为理想选择标

记的微卫星位点，其 ＰＩＣ值应大于０．７；在一个群体中，某位
点ＰＩＣ越大，其杂合子比例则越高，提供的遗传信息就越多，
选择潜力也越大。此研究分析中有３３个微卫星位点标记都
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表３　封闭群五指山猪３３个微卫星位点的等位基因频率

位点
各基因型的等位基因频率

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ Ｉ Ｊ Ｋ Ｌ
ＯＰＥＮ ０．４６７ ０．１００ ０．１７５ ０．０６７ ０．０４２ ０．０２５ ０．１００ ０．０２５
Ｓ０００５ ０．３００ ０．１５０ ０．０９２ ０．２００ ０．１５０ ０．０５０ ０．０５８ ０．０１７
Ｓ０００７ ０．５２５ ０．０２５ ０．２５８ ０．１４２ ０．０５０ ０．０７５ ０．０６７
Ｓ００３６ ０．３３３ ０．１７５ ０．２５０ ０．１３３ ０．０３３ ０．０２５ ０．０２５
Ｓ００６２ ０．２７５ ０．１００ ０．２８３ ０．１３３ ０．１００ ０．０７５ ０．２０８
Ｓ００６８ ０．４８３ ０．０６７ ０．１３３ ０．１６７ ０．０５０ ０．０５０
Ｓ００７０ ０．２４２ ０．０６７ ０．０７５ ０．５２５ ０．０４２ ０．０６７
Ｓ００９１ ０．０２５ ０．１２５ ０．０５０ ０．４９２ ０．０３３
Ｓ０２１８ ０．４５０ ０．０５８ ０．１４２ ０．０６７ ０．１２５ ０．０１７ ０．０５０ ０．０８３ ０．００８
ＳＷ２ ０．４００ ０．０４２ ０．０５８ ０．１００ ０．３６７ ０．０３３
ＳＷ２９ ０．５３３ ０．２３３ ０．０５０ ０．０３３ ０．０５８ ０．０９２
ＳＷ６１ ０．０１７ ０．３８３ ０．０１７ ０．３４２ ０．１２５ ０．０３３ ０．０５８ ０．０２５
ＳＷ８１ ０．１２５ ０．２３３ ０．０１７ ０．４７５ ０．１５０
ＳＷ２０５ ０．０３３ ０．０１７ ０．６０８ ０．０６７ ０．２７５
ＳＷ２４０ ０．３７５ ０．２７５ ０．０１７ ０．０５８ ０．２２５ ０．０５０
ＳＷ２７１ ０．０９２ ０．００８ ０．１００ ０．１７５ ０．３１７ ０．１６７ ０．０７５ ０．０６７
ＳＷ７８７ ０．０６７ ０．０７５ ０．１１７ ０．４５８ ０．２００ ０．０８３
ＳＷ８５７ ０．３１７ ０．１５８ ０．２５８ ０．２６７
ＳＷ８８６ ０．１２５ ０．１１７ ０．１９２ ０．２１７ ０．０２５ ０．１７５ ０．１５０
ＳＷ９０２ ０．５２５ ０．０４２ ０．２８３ ０．０５０ ０．０４２ ０．０５８
ＳＷ９１１ ０．０３３ ０．８２５ ０．０４２ ０．００８ ０．０７５ ０．０１７
ＳＷ９１９ ０．１１７ ０．０９２ ０．２０８ ０．１９２ ０．２５８ ０．０９２ ０．０４２
ＳＷ９３６ ０．１７０ ０．１４４ ０．１６１ ０．５２５
ＳＷ９７４ ０．２２５ ０．４００ ０．１３３ ０．２２５ ０．０１７
ＳＷ１０６６ ０．０４２ ０．０６７ ０．１５８ ０．０４２ ０．３４２ ０．０５８ ０．０８３ ０．０５０ ０．１５８
ＳＷ１０８９ ０．５７５ ０．１６７ ０．０１７ ０．２４２
ＳＷ１０９２ ０．０１７ ０．７５０ ０．１０８ ０．０４２ ０．０４２ ０．０１７ ０．０２５
ＳＷ１１１９ ０．２１２ ０．０６８ ０．３４８ ０．１８６ ０．１８６
ＳＷ１３７４ ０．１５０ ０．０５０ ０．７２５ ０．０７５
ＳＷ２４０９ ０．１９５ ０．６２７ ０．１０２ ０．００９ ０．０６８
ＳＷＲ１５８ ０．０５０ ０．１１７ ０．３６７ ０．０６７ ０．０１７ ０．０８３ ０．０３３ ０．１１７ ０．０３３ ０．０２５ ０．０６７ ０．０２５
ＳＷＲ１００８ ０．０２５ ０．００８ ０．４０８ ０．０５０ ０．２５８ ０．０８３ ０．０８３ ０．０６７ ０．０１７
ＳＷＲ１１２０ ０．２２５ ０．１０８ ０．１３３ ０．３３３ ０．２００

可作为候选遗传标记进行连锁分析，并且位点ＳＷ８８６的多态
信息含量最高，为０．８１，表明五指山猪封闭群在该位点的遗
传信息更为丰富，相比其他位点则具有更大的选择潜力。

在目前对封闭群和近交系小型猪进行遗传变异分析中，

大多作者都仅选用等位基因频率、平均杂合度和多态信息含

量这几个遗传指标［２５－２７］。但研究表明，Ｓｈａｎｎｏｎ表型多样性
指数可以评价种群内和种群间遗传多样性的高低，指数越大

表明种群的遗传多样性越高［２８］。而 Ｓｈａｎｎｏｎ信息熵一般在
１．５～３．５之间变化，很少超过４．５［２９］。此研究中３３个微卫
星位点 Ｓｈａｎｎｏｎ信息熵均分布在 ０．７１～２．０７之间，表明
ＷＺＳＰ封闭群群体在一些位点存在遗传多样性贫瘠。此外，
固定指数是通过杂合子频率偏差反映群体在某个位点的遗传

分化程度了解种内的遗传结构重要参数。在本研究的３３个
位点中，２１个位点均为正值，１２个位点固定指数为负值，平均
固定指数为０．０５，这表明五指山小型猪封闭群群体处于杂合
度缺失状态，群体中可能存在不同程度的近亲交配现象。这

个结果表明这２个遗传指标的数据也从另一方面反映了仅选
用等位基因频率、平均杂合度和多态信息含量这几个遗传指

标存在一定的不足。综上在３３个微卫星位点中也发现，在
ＳＷ８８６位点的杂合度、期望杂合度、多态信息含量和 Ｓｈａｎｎｏｎ
信息熵均最高，说明ＷＺＳＰ封闭群在该位点具有最为丰富的
多样性。以后在对五指山猪的人工定向选育的过程中仍须要

加大引入更多的外血，增强基因之间交流，从而选育出更为优

良的品种，同时进行遗传变异分析时应选择更多的遗传指标

进行综合分析。
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表４　ＷＺＳＰ封闭群３３个微卫星位点的遗传多样性指标

位点 平均纯合度 平均杂合度 期望纯合度 期望杂合度 固定指数 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 多态信息含量

ＯＰＥＮ ０．３２ ０．６８ ０．２７ ０．７３ ０．０６０ １．６２ ０．７０
Ｓ０００５ ０．１０ ０．９０ ０．１８ ０．８２ －０．１１０ １．７９ ０．７９
Ｓ０００７ ０．３３ ０．６７ ０．３６ ０．６４ －０．０５０ １．２１ ０．５８
Ｓ００３６ ０．２０ ０．８０ ０．２２ ０．７８ －０．０４０ １．５９ ０．７４
Ｓ００６２ ０．１２ ０．８８ ０．１９ ０．８１ －０．１００ １．７８ ０．７７
Ｓ００６８ ０．３３ ０．６７ ０．２９ ０．７１ ０．０６０ １．５４ ０．６８
Ｓ００７０ ０．３２ ０．６８ ０．３４ ０．６６ －０．０５０ １．３４ ０．６１
Ｓ００９１ ０．３３ ０．６７ ０．３０ ０．７０ ０．０３０ １．４７ ０．６６
Ｓ０２１８ ０．６５ ０．３５ ０．２５ ０．７５ ０．５３０ １．７１ ０．７２
ＳＷ２ ０．３２ ０．６８ ０．３０ ０．７０ ０．０１０ １．３８ ０．６４
ＳＷ２９ ０．３５ ０．６５ ０．３５ ０．６５ －０．０１０ １．３２ ０．６
ＳＷ６１ ０．３０ ０．７０ ０．２８ ０．７２ ０．０２０ １．５０ ０．６７
ＳＷ８１ ０．８２ ０．１８ ０．３１ ０．６９ ０．７３０ １．３１ ０．６３
ＳＷ２０５ ０．４０ ０．６０ ０．４５ ０．５５ －０．０９０ １．０２ ０．４９
ＳＷ２４０ ０．３５ ０．６５ ０．２７ ０．７３ ０．１１０ １．４４ ０．６８
ＳＷ２７１ ０．１５ ０．８５ ０．１８ ０．８２ －０．０５０ １．８３ ０．７９
ＳＷ７８７ ０．２３ ０．７７ ０．２７ ０．７３ －０．０７０ １．５１ ０．６９
ＳＷ８５７ ０．１３ ０．８７ ０．２６ ０．７４ －０．１８０ １．３６ ０．６９
ＳＷ８８６ ０．１３ ０．８７ ０．１６ ０．８４ －０．０４０ １．８４ ０．８１
ＳＷ９０２ ０．２２ ０．７８ ０．３６ ０．６４ －０．２３０ １．２８ ０．５８
ＳＷ９１１ ０．７８ ０．２２ ０．６９ ０．３１ ０．３００ ０．７１ ０．３０
ＳＷ９１９ ０．１８ ０．８２ ０．１７ ０．８３ ０．０１０ １．８１ ０．８０
ＳＷ９３６ ０．４７ ０．５３ ０．３５ ０．６５ ０．１９０ １．２１ ０．６０
ＳＷ９７４ ０．３０ ０．７０ ０．２７ ０．７３ ０．０３０ １．３７ ０．６７
ＳＷ１０６６ ０．３７ ０．６３ ０．１８ ０．８２ ０．２２０ １．９２ ０．７９
ＳＷ１０８９ ０．５２ ０．４８ ０．４１ ０．５９ ０．１８０ １．０３ ０．５２
ＳＷ１０９２ ０．７２ ０．２８ ０．５８ ０．４２ ０．３３０ ０．９５ ０．４０
ＳＷ１１１９ ０．２４ ０．７６ ０．２３ ０．７７ －０．００３ １．５０ ０．７２
ＳＷ１３７４ ０．５２ ０．４８ ０．５５ ０．４５ －０．０９０ ０．８６ ０．４１
ＳＷ２４０９ ０．４６ ０．５４ ０．４４ ０．５６ ０．０２０ １．０７ ０．５１
ＳＷＲ１５８ ０．１３ ０．８７ ０．１８ ０．８２ －０．０６０ ２．０７ ０．８０
ＳＷＲ１００８ ０．２８ ０．７２ ０．２５ ０．７５ ０．０４０ １．６６ ０．７１
ＳＷＲ１１２０ ０．１３ ０．８７ ０．２２ ０．７８ －０．１３０ １．５３ ０．７３
均值 ０．３４ ０．６６ ０．３１ ０．６９ ０．０５０ １．４４ ０．６５

［６］闵凡贵，潘金春，袁　文，等．封闭群五指山小型猪主要繁殖性状
的多重回归与通径分析［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１１（１２）：１４５－
１４８．　

［７］闵凡贵，潘金春，袁　文，等．两种方法测定封闭群五指山小型猪
下颌骨参数比较［Ｊ］．家畜生态学报，２０１０，３１（２）：２１－２４．

［８］闵凡贵，潘金春，王希龙，等．影响五指山小型猪主要脏器重量及
脏器系数的因素分析［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１２，３９（１０）：２１８－
２２２．　

［９］孙瑞萍，魏立民，晁　哲，等．海南原产地五指山猪资源保护与开
发利用［Ｊ］．养猪，２０１５（３）：７３－７５．

［１０］ＫｉｍＴＬ，ＫｉｍｔＫＳ，ＣｈｏｉＢＨ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐｉｇｂｒｅｅｄｓ
ｆｒｏｍＫｏｒｅａａｎｄＣｈｉｎａｕｓｉｎｇｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆＡｎｉｍａｌＳｃｉｅｎｃｅ，２００５（１０）：２２５５－２２６３．

［１１］ＦａｂｕｅｌＥ，ＢａｒｒａｇáｎＣ，ＳｉｌｉóＬ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ａｎｄｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｐｒｉｏｒｉｔｉｅｓｉｎＩｂｅｒｉａｎｐｉｇｓｂａｓｅｄｏｎｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔｙ，２００４，９３（１）：１０４－１１３．

［１２］ＣｏｒｔéｓＯ，ＭａｒｔｉｎｅｚＡＭ，ＣａｏｎＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｐｒｉｏｒｉｔｉｅｓｏｆ
Ｉｂｅｒｏａｍｅｒｉｃａｎｐｉｇｂｒｅｅｄｓａｎｄｔｈｅｉｒａｎｃｅｓｔｏｒｓｂａｓｅｄｏｎｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔｙ，２０１６，１１７（１）：１４－２４．

［１３］徐玲玲，吴艳花，路　静，等．筛选适用于小型猪遗传检测的微

卫星位点［Ｊ］．中国比较医学杂志，２００９，１９（２）：１１－１６．
［１４］魏　杰，王吉星，王　洪，等．房山封闭群小型猪微卫星位点的

测定［Ｊ］．中国比较医学杂志，２０１３，２３（１１）：７－１２．
［１５］欧江涛，黄礼光，王希龙，等．五指山猪核心群３２个微卫星基因

座的遗传学分析［Ｃ］．全国首届动物生物技术学术研讨会论文
集，２００４．

［１６］黄礼光，王希龙，欧江涛，等．应用多重ＰＣＲ和基因扫描技术对
五指山猪１３个家系３２个微卫星基因座的遗传分析［Ｊ］．遗传，
２００５，２７（１）：７０－７４．

［１７］袁　文，王　静，罗琴芳，等．五指山猪封闭群和近交群的微卫
星遗传分析［Ｃ］．第十二次全国畜禽遗传标记研讨会论文
集，２０１０．

［１８］ＢａｒｋｅｒＪＳＦ．Ａｇｌｏｂａｌｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓ
ａｍｏｎｇｄｏｍｅｓｔｉｃｌｉｖｅｓｔｏｃｋｂｒｅｅｄｓ［Ｃ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ５ｔｈＷｏｒｌｄ
ＣｏｎｇｒｅｓｓｏｎＧｅｎｅｔｉｃｓＡｐｐｌｉｅｄｔｏＬｉｖｅｓｔｏｃｋＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，１９９４，２１：
５０１－５０８．　

［１９］野　泽，谦，常　洪，等．驯化对动物群体变异水平的影响［Ｊ］．
畜牧兽医杂志，１９９７（２）：５３－５５．

［２０］王洪程，昝林森，宋付标，等．秦川牛微卫星基因位点遗传多样
性分析［Ｊ］．中国农学通报，２０１１，２７（１１）：１０－１４．
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［２１］ＭｃｌａｒｅｎＲＪ，ＲｏｇｅｒｓＧＲ，ＤａｖｉｅｓＫＰ，ｅｔａｌ．Ｌｉｎｋａｇｅｍａｐｐｉｎｇｏｆ

ｗｏｏｌｋｅｒａｔｉｎａｎｄｋｅｒａｔｉｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｓｉｎｓｈｅｅｐ［Ｊ］．
ＭａｍｍａｌｉａｎＧｅｎｏｍｅ，１９９７，８（１２）：９３８－９４０．

［２２］ＳｔｒａｃｈａｎＴ，ＲｅａｄＡＰ．Ｈｕｍａｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｇｅｎｅｔｉｃｓ［Ｊ］．Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９９６，４：４７５－４７５．

［２３］魏　杰，巩　薇，王　洪，等．北京中国农大小型猪三个亚系群体
的遗传状况分析［Ｊ］．中国比较医学杂志，２０１６，２６（１０）：５０－５５．

［２４］黄建芳，李小楷，蒋钦杨，等．广西巴马小型猪近交群体的遗传
结构分析［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１５（２）：４２６－４３１．

［２５］于　冰，刘若余．贵州白香猪两品系微卫星座位的遗传分析

［Ｊ］．四川动物，２０１０，２９（２）：２８１－２８４．
［２６］牛　荣，黄中波，商海涛，等．广西巴马小型猪２１个微卫星座位

的ＤＮＡ多态性分析［Ｊ］．中国兽医科技，２００２，３２（８）：１１－１３．
［２７］付艳艳，顾为望，刘运忠，等．西藏小型猪线粒体Ｄ－ｌｏｏｐ区及微

卫星多态性的遗传研究［Ｊ］．中国实验动物学报，２００６，１４（４）：
３１８－３２１．

［２８］张民照．用多态位点率和香农指数分析的飞蝗地理种群遗传多
样性［Ｊ］．中国农学通报，２００８，２４（９）：３７６－３８１．

［２９］ＭａＧｕａｒｒａｎＡ．Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｉｔｓｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ［Ｍ］．
Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ：ＰｒｉｎｃｅｔｏｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＰｒｅｓｓ，１９８８．

伍革民，张　继，唐继高．４个贵州乌骨鸡群体遗传关系的微卫星标记分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（２１）：１６９－１７１．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．２１．０４２

４个贵州乌骨鸡群体遗传关系的微卫星标记分析
伍革民１，张　继２，唐继高１

（１．贵州省畜牧兽医研究所，贵州贵阳５５０００５；２．贵州大学动物科学学院，贵州贵阳５５００００）

　　摘要：利用７个微卫星标记对贵州４个乌骨鸡（普安乌骨鸡、赤水乌骨鸡、水西乌骨鸡、广西乌骨鸡）群体进行群
体内遗传结构和群体间遗传距离的检测和分析。结果表明，４个乌骨鸡群体多态信息含量在０．６４３１～０．６９１３，杂合
度在０．７０６９～０．７３８５，４个乌骨鸡群体中杂合度最高的是广西乌骨鸡，杂合度最低的是水西乌骨鸡。采用 ＰｏｐＧｅｎ
３２软件分析４个乌骨鸡群体的Ｎｅｉ氏遗传距离和遗传一致度，构建系统发生树，结果表明，普安乌骨鸡聚为一类，水
西乌骨鸡聚为一类，赤水乌骨鸡和广西乌骨鸡聚为一类。

　　关键词：乌骨鸡；遗传多样性；微卫星；遗传距离；系统发生树
　　中图分类号：Ｓ８３１．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）２１－０１６９－０３

收稿日期：２０１７－０７－１７
基金项目：贵州省科技基金（编号：黔科合Ｊ字［２０１４］２１０２号）；贵州
省农业科学院专项（编号：黔农科院院专项［２０１４］００６号）。

作者简介：伍革民（１９７２—），男，湖南新化人，博士，副研究员，主要从
事动物分子遗传学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：６８８６０５３１＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　贵州省地方鸡种资源丰富，其中赤水乌骨鸡等７个品种
已编入《贵州省畜禽品种志》，还有一些地方鸡种如普安乌骨

鸡、水西乌骨鸡等群体尚未编入，由于地理、环境等各种因素，

它们缺乏规模化饲养、品种资源保护利用和开发研究。普安

县乌骨鸡主产于云贵高原中段的贵州省西南部乌蒙山区普安

县新店乡等地，历史上无记载，是一种独特的乌骨鸡品种，有

黑羽、麻羽等羽色类型，黑羽乌骨鸡基本是农户散养，缺少专

业化饲养和规模化养殖［１］。水西乌骨鸡主要产于贵州省黔

西县新仁乡等地，养殖历史较长，该乌骨鸡体格健壮，对疾病

的抵抗能力强，常年以青菜、统糠、稻谷等为食，耐粗饲，喜食

山坡草籽、昆虫，觅食能力强，皮、骨、肉及内脏为乌色，肉质鲜

美。为充分开展这些地方鸡种资源的保护和利用，有必要了

解它们的遗传结构和亲缘关系。在应用于遗传结构或亲缘关

系检测的多态性标记中，微卫星标记数量多，研究成熟、分布

广、共显性、易于检测，因而应用广泛。本研究选择７个微卫
星标记对普安乌骨鸡、赤水乌骨鸡、水西乌骨鸡和广西乌骨鸡

的遗传多样性进行检测，并分析饲养于贵州省的４个乌骨鸡
群体间的遗传关系，可为这些品种或群体的开发利用奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
试验用的４个鸡品种为普安乌骨鸡、赤水乌骨鸡、水西乌

骨鸡和广西乌骨鸡，其中普安乌骨鸡、赤水乌骨鸡和水西乌骨

鸡是贵州省本地长期饲养和培育的地方鸡种，广西乌骨鸡从

广西壮族自治区东兰县引进，后在贵州长期饲养。每个品种

样本数为３０羽，采用翅下静脉采血１．０～１．５ｍＬ／羽，－２０℃
保存。

参考国内外文献报道［２～７］，选择位点分布多的７对微卫
星标记。引物位置、退火温度及序列等信息见表１。
１．２　方法

采用血液ＤＮＡ提取试剂盒提取 ＤＮＡ。２０μＬＰＣＲ反应
体系包括 ２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、引物各 １μＬ、
１００ｎｇ／μＬ模板ＤＮＡ１μＬ、去离子水７μＬ。ＰＣＲ反应程序：
９４℃预热 ３ｍｉｎ后进行 ３５个 ＰＣＲ循环，然后 ７２℃延伸
５ｍｉｎ。３５个ＰＣＲ循环参数包括９５℃变性３０ｓ，退火３０ｓ（退
火温度见表１），７２℃延伸３０ｓ。１．０％～１．５％琼脂糖凝胶检
测ＰＣＲ扩增结果，８％～１０％聚丙烯酰胺凝胶分离ＰＣＲ产物，
银染显色和凝胶成像照相保存，使用 Ｌａｂｗｏｒｋｓ软件分析片段
大小并进行分型。

１．３　数据统计分析
１．３．１　群体内遗传多样性分析　等位基因数、有效等位基因
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